



































low-density lipoprotein (oxLDL) が VSMCsの骨芽様
細胞分化を惹起することが明らかとなり､ 病変部位にお
けるプラーク形成のみならず､ 動脈石灰化にも促進的に
働くことが明らかとなった10)｡ さらに､ 我々は oxLDL
を構成する主要な酸化コレステロールである 7-
ketocholesterol (7-KC) が Pi による VSMCs の骨芽
様細胞分化およびアポトーシスを促進し､ 石灰化を促進
することを報告している11)｡ この 7-KC が autophagy
の分子マーカーである microtubule-associated protein
1 light chain 3 lipidated form (LC3-II) を増加させ





流にあたる autophagy経路では､ 細胞質中で LC3-II陽
性の autophagosomeと呼ばれる脂質二重膜が形成され､
不要なタンパク質やオルガネラを包み込む｡ この






14)､ さらに､ マクロファージにおける ALPの活性化が
プラークの安定性を高め､ 粥状動脈硬化の進展を抑制す
ることが明らかとなった 15)｡ また､ Atorvastatin が
ALPの活性化を介して動脈石灰化を抑制すること16)､
Pi誘発石灰化において ALPが保護的な役割を担ってい
ること17) が明らかとなっている｡ 以上のことから､ 7-
KC と ALPとの関連に着目し､ 7-KCによる石灰化亢
進作用における ALP の関与について Pi 誘発 in vitro
石灰化モデルを用いて解析を行ったのでここに述べる｡
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7-KC の濃度を human aortic smooth muscle cells
(HASMCs) を用いて検討した｡ アポトーシスおよびネ
クローシス検出試薬である annexin V および
propidium Iodide を用いて FACS 解析を行った結果
(Figure. 1A and 1B)､ 3 mM Piならびに 30 ?M 7-
KC処理によりアポトーシスを起こした細胞数が増加し
た｡ 一方､ 15M 7-KC処理では Piの有無にかかわら
ずアポトーシス細胞数は変化しなかった｡ 次に､ Pi誘
発石灰化に対するアポトーシスを誘発しない低濃度の
7-KC (15M) の影響を検討した｡ Pi 処理により
HASMCs への Ca 沈着量が処理時間依存的に増加し
(Figure 2A, white column)､ さらに､ 7-KC処理によ
り Pi誘発石灰化が有意に増加した (Figure 2A, black
column)｡ 通常のコレステロール処理では Ca沈着量の
増加は認められず (Figure 2A, hatched column)､ ま
た､ Pi非存在下では 7-KCは Ca沈着量に影響を及ぼさ
なかった｡ 加えて､ カスパーゼ依存性アポトーシス阻害
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次に､ 低濃度の 7-KCが ALPに与える影響について
HASMCsを用いて検討した｡ LC3ならびに ALPによ
り分解される基質である p62 の抗体を用いた
immunoblot解析 (Figure 3A) および免疫染色の結果
(Figure 4)､ 6日間の 7-KC処理により両タンパク質は
濃度依存的に増加し､ また､ 処理 2日目から細胞質中
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Figure 1. 7-KCのアポトーシスへの影響
HASMCsを 3 mM Pi存在及び非存在下で各種濃度の 7-KC
を 6日間処理し､ Annexin V及び PIを用いた FACS解析を
行った (A ; 生細胞及びアポトーシス細胞数のグラフ､
B ; ヒストグラム)｡ **, ##p < 0.01 (vs. living cells** or
apoptotic cells## in untreated HASMCs, respectively) by
The Tukey-Kramer post hoc test. NT: no treatment.
Figure 2. 7-KCの Ca沈着への影響
(A) HASMCsを 3 mM Piおよび 15μM 7-KCで 2 - 6日
間処理し､ MXB法を用いて Ca沈着量を測定した｡ コレステ
ロール (Cho) はコントロールとして使用した｡ **p < 0.01
vs. untreated cells, ††p < 0.01 vs. cells treated only with
7-KC, ##p < 0.01 by The Tukey-Kramer post hoc test.
(B) HASMCsを 3 mM Piおよび Z-VAD-FMK (Z-VAD : 10
μM)､ 各種濃度の 7-KCで 6日間処理し､ Ca沈着量を測定し
た｡ *p < 0.05, **p < 0.01 by The Tukey-Kramer post hoc
test.
Figure 3. 7-KCの autophagyへの影響
(A) HASMCsを 5 - 15μM 7-KCおよび Choで 6日間処
理し､ p62ならびに LC3の抗体を用いて immunoblot解析を
行った｡ (B) HASMCsを 15μM 7-KCおよび pepstatin A､
E64d (PepA/E64d: 各 10μg/mL)で 48時間処理し､ LC3の抗
体を用いて immunoblot解析を行った｡ Bafilomycin A1 (Baf
A1: 20 nM) は 15μM 7-KC処理終了の 6時間前に加えた｡
グラフは GAPDH で補正した各種試薬処理時の LC3-II の
densitometry 解析の結果を示している｡ *p < 0.05, **p <
0.01 by The Tukey-Kramer post hoc test.
での共局在が認められた｡ 一方､ 通常のコレステロール
処理では両タンパク質の増加は認められなかった｡
LC3-II は､ ALPの上流にあたる autophagosome形成
の促進 (ALPの促進) により増加するだけではなく､
下流に当たる autophagosomeと lysosomeとの融合阻




lysosome 機能阻害薬である pepstatin A / E64d




れ単独処理時に LC3-II を増加させたが､ lysosome 機
能阻害薬存在下では 7-KC処理による LC3-IIの更なる
増加は認められなかった (Figure 3B)｡ これにより､ 7-




ために､ 7-KC 処理時の lysosome 機能についても
HASMCsを用いて検討した｡ Lysosome中の主要な加
水分解酵素である cathepsin Bならびに cathepsin D
の抗体を用いた immunoblot 解析の結果､ 6 日間の 7-
KC処理により成熟型の cathepsin B及び Dが処理濃
度依存的に減少した (Figure 5A). 同様に､ cathepsin
Bならびに Dの酵素活性についても 6日間の 7-KC処
理により抑制された (Figure 5B). 一方､ 7-KCの処理
時間による各種タンパク質への影響を検討した結果､
lysosome 酵素の減少は直接 autophagosome の蓄積に
関与しないことが示唆された (Figure 5C). また､ LC3
ならびに lysosome の膜タンパク質である lysosomal-
associated membrane protein-2 (LAMP2) の抗体を
用いた免疫染色の結果､ 7-KC処理により LAMP2陽性
の輝点が徐々に肥大化する像が観察された (Figure 6)｡
さらに､ LC3は 7-KC処理 2日目までは LAMP2陽性
の膜状構造の中に局在しないが､ 4日目以降は肥大化し
た LAMP2陽性の膜状構造の中への局在が認められた
(Figure 6; High magnification, white allow)｡
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Figure 4. 7-KC処理時の p62および LC3の局在
HASMCsを 15μM 7-KCで 2 - 6日間処理し､ p62ならび
に LC3の抗体を用いて免疫染色を行った｡ Bar: 20μm or 5
μm (High magnification).
Figure 5. 7-KCの lysosome機能への影響
HASMCsを 5 - 15μM 7-KCで 6日間 (A)､ 15μM 7-KC
で 2 - 6日間 (C) 処理し､ 各種抗体を用いて immunoblot解
析を行った｡ (B) HASMCsを 15μM 7-KCで 6日間処理し､
cathepsin Bおよび cathepsin Dの酵素活性を測定した｡ **p
< 0.01 by the unpaired two-tailed Student’s t-test.
Figure 6. 7-KC処理時の LAMP2および LC3の局在
HASMCsを 15μM 7-KCで 2 - 6日間処理し､ LAMP2な
らびに LC3の抗体を用いて免疫染色を行った｡ Bar : 10μm




連について検討を行った｡ まず､ siRNA を用いて
autophagosome 形成に必須の因子である Atg5 の遺伝
子発現を抑制し､ HASMCs の autophagosome 形成を
抑制した (Figure 7A)｡ この細胞を用いて 7-KC誘発
石灰化への影響を検討した結果､ 予想に反して､
autophagosome 形成の阻害は Pi 誘発石灰化に対する
7-KCの作用に影響しなかった (Figure 7B)｡ 次に､
lysosome 酵素阻害薬を用いて lysosome 機能不全を誘
発した HASMCs (Figure 8A) で石灰化に対する 7-KC
の影響を検討した結果､ lysosome機能不全は Pi誘発石






く認知されており19)､ さらに､ 7-KCや lysosome機能
の低下が酸化ストレスと密接に関与していることも報告
されている20, 21)｡ そこで､ 酸化ストレスの原因因子であ
る reactive oxygen species (ROS) 産生に対する 7-KC
の影響および 7-KC誘発石灰化と酸化ストレスの関与に
ついて HASMCsを用いて検討した｡ 蛍光プローブを用
いて細胞内 ROS産生を解析した結果 (Figure 9A)､ 7-
KC および lysosome 酵素阻害薬処理により ROS 陽性
細胞が増加した｡ 加えて､ 7-KC による ROS 産生は
lysosome酵素阻害薬同時処理によりさらなる増加を示
した｡ 次に､ 7-KCによる酸化ストレスの増加と石灰化
との関連を検討した結果 ､ 抗酸化剤である N-
acetylcysteine (NAC) 処理により 7-KC による Pi 誘
発石灰化の亢進が完全に抑制された (Figure 9B)｡ 高
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Figure 7. 7-KC の石灰化亢進作用に対する autophagy の
影響
(A) HASMCsに Atg5を標的とした siRNAを導入し､ 各種
抗体を用いて immunoblot解析を行った｡ (B) Atg5を標的と
した siRNAを導入した HASMCsを 3 mM Piおよび 15 - 30
μM 7-KC で 6 日間処理し､ Ca 沈着量を測定した｡ **p <
0.01 by The Tukey-Kramer post hoc test.
Figure 8. 7-KCの石灰化亢進作用に対する lysosomeの影
響
(A) HASMCsを PepA/E64d ( 5μg/mL each)で 2日間処理
し､ cathepsin Bおよび cathepsin Dの酵素活性を測定した｡
**p < 0.01 by the unpaired two-tailed Student’s t-test. (B)
HASMCsを 3 mM Piおよび 15μM 7-KC､ PepA/E64d (各 5
μg/mL)で 6日間処理し､ Ca沈着量を測定した｡ **p < 0.01
by the unpaired two-tailed Student’s t-test.
Figure 9. 7-KCの石灰化亢進作用に対する lysosome機能不
全誘発酸化ストレスの影響
(A) HASMCsを 15μM 7-Kおよび PepA/E64d (5μg/mL
each)､ N-acetylcysteine (NAC: 500μM)で 6日間処理し､ 細
胞内 ROS形成を測定した｡ Bar: 40μm. (B) HASMCsを 3
mM Piおよび 15μM 7-KC､ 10μM Z-VAD､ 500μM NAC
で 6 日間処理し､ Ca 沈着量を測定した｡ **p < 0.01. (C)
HASMCsを 3 mM Piおよび 15μM 7-KC､ PepA/E64d (各
5μg/mL)､ 500μM NACで 6日間処理し､ Ca沈着量を測定




発現について RT-qPCR法で解析した結果 (Figure 11)､
Pi処理により bone morphogenetic protein-2 (BMP2)








る22, 23)｡ この遊離型コレステロールの蓄積は lysosome
の膜を不安定化し､ lysosome と autophagosome およ
び endosomeとの融合を阻害する24)｡ 私はこれらの報告













れる｡ 一方､ Heらは短時間 (? 16 h) の 7-KC処理が
autophagosome形成を促進することを報告している26)｡





本モデルの解析の結果､ 高濃度の 7-KCによる Pi誘
発石灰化亢進作用にはアポトーシスが密接に関与してい




生する mitochondria の膜電位を低下させ､ mitochon-
dria障害を引き起こすことが知られている12, 27)｡ さらに､
lysosome 機能の低下は障害を受けた mitochondria の
ターンオーバーを遅延させ､ ROS産生を促進すること
が報告されている 28) ｡ この lysosomal-mitochondrial
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Figure 10. 7-KC誘発 lysosome機能不全に対する抗酸化剤
の影響
(A) HASMCsを 15μM 7-KCおよび 500μM NACで 6日
間処理し､ 各種抗体を用いて immunoblot解析を行った｡ (B)
HASMCsを 15μM 7-KC及び 500μM NACで 6日間処理し､
LAMP2 ならびに LC3 の抗体を用いて免疫染色を行った｡
Bar: 10μm or 5μm (High magnification).
Figure 11. 7-KC誘発骨芽様細胞分化に対する抗酸化剤の影
響
(A) HASMCsを 3 mM Piおよび 15μM 7-KC､ 500μM
NAC で 6 日間処理し､ 各種 primer を用いた RT-qPCR 法で
bone morphogenetic protein-2 (BMP2) および osteopontin
(OPN)の遺伝子発現を解析した｡ *p < 0.05, **p < 0.01 by






を報告している17)｡ 一方で､ 私は 7-KC 処理下では､





健常人の平均血中 7-KC濃度は 16.9μM (本研究での
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Development of a new treatment strategy for the vascular calcification using the Autophagy-lysosomal pathway
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Vascular calcification is known to reduce the elasticity of aorta. Several studies have suggested that the autophagy-
lysosomal pathway (ALP) in vascular smooth muscle cells (VSMCs) is associated with vascular calcification. A major com-
ponent of oxidized low-density lipoproteins, 7-ketocholesterol (7-KC), has been reported to promote inorganic phosphorus
(Pi)-induced vascular calcification and activate the ALP. The aim of this study was to unravel the relationship between
the ALP and progression of calcification by 7-KC. Calcification of human VSMCs was induced by Pi stimulation in the
presence or absence of 7-KC. FACS analysis revealed that 7-KC induced apoptosis at a high concentration (30M), but
not at a low concentration (15M). Interestingly, 7-KC promoted calcification of VSMCs regardless of apoptosis.
Immunoblotting and immunostaining showed that 7-KC inhibited not only the fusion of autophagosomes and lysosomes
but also caused a swell of lysosomes with the reduction of cathepsin B and D. Lysosomal protease inhibitors exacerbated
the apoptosis-independent calcification induced by 7-KC although inhibition of autophagosome formation by Atg5 siRNA
did not. Finally, the 7-KC-induced progression of calcification was alleviated by treatment with an antioxidant. Taken to-
gether, our data suggest that 7-KC promotes vascular calcification through lysosomal-dysfunction-dependent oxidative
stress.
